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Resumo 
O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de soluções crioprotetoras e tempos 
de imersão na sobrevivência e regeneração de embriões criopreservados 
de coqueiro gigante do Brasil Praia do Forte (GBrPF), como alternativa 
para a conservação de recursos genéticos de coqueiro. Para os estudos de 
criopreservação de coqueiro foram utilizados embriões zigóticos oriundos de 
plantas adultas de acessos de coqueiro gigante do Brasil da Praia do Forte 
(GBrPF), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de coco da 
Embrapa Tabuleiros Costeiros localizado no campo experimental de Betume, 
Platô de Neópolis, Sergipe. Os embriões assépticos foram imersos em duas 
soluções crioprotetoras: C1 - meio Y3 + 1,75 M sacarose + 15% glicerol 
e C2 - meio Y3 +  3,33 M glicose + 15% glicerol, onde permaneceram 
imersos nas soluções crioprotetoras por 24 e 48 horas. Parte dos embriões 
foi inoculada diretamente nos meios de regeneração, formado pelo meio de 
cultura Y3, suplementado com 60 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 de carvão ativado 
e 5,8 g L-1 de ágar (material não criopreservado, denominado NL-). O restante 
dos embriões foram colocados em criotubos (5 embriões/criotubo) com 
capacidade de 4 mL e submetido a criopreservação a -196°C por 48 horas 
(material criopreservado, denominado NL+). Após esse período, os embriões 
foram descongelados em banho maria a 38±2°C por 3 minutos e, em 
seguida, inoculados em meio de regeneração descrito anteriormente. A solução 
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crioprotetora composta por 1,75 M de sacarose e 15% de glicerol proporciona 
28,57±12,52 de taxa de regeneração no tempo de 48h de imersão dos 
embriões zigóticos maduros de coco GBrPF, podendo ser recomendada para 
futuros protocolos de criopreservação.
Palavras-chave: Cocos nucifera, recursos genéticos, conservação ex situ, 
crioprotetor.
Introdução
O banco de germoplasma de coco da Embrapa Tabuleiros resguarda uma 
variabilidade genética representativa da espécie oriunda de introduções e 
coletas realizadas desde 1982 (Embrapa Tabuleiros Costeiros, 2009). O BAG 
está vinculado a Rede Nacional de Recursos Genéticos Vegetais da Embrapa 
com diversas atividades, dentre elas, ações de conservação in vitro. Desde 
2006 por meio de um memorando de entendimento (MOA) entre Embrapa e 
Biodiversity Internacional, foi estabelecido na Embrapa Tabuleiros Costeiros, 
sob a coordenação da Rede Internacional de Recursos Genéticos do Coco 
(COGENT), o Banco Internacional de Germoplasma de Coco para a América 
Latina e Caribe (ICG-LAC).  
Protocolos para a introdução de uma duplicata de segurança, a médio prazo 
por crescimento lento, já foram estabelecidos para o coco (Lédo et al., 2014). 
As principais variedades de coqueiro cultivadas no Brasil são gigante do Brasil 
Praia do Forte (GBrPF) e anão verde do Brasil de Jiqui. A variedade gigante, 
que compõe 70% dos coqueirais brasileiros, apresenta crescimento rápido 
e sua fase vegetativa é longa, iniciando seu fl orescimento entre 5 a 7 anos 
quando cultivado em condições edafoclimáticas ideais. Esta variedade atinge 
normalmente de 20 a 30m de altura, podendo produzir até 80 frutos/planta/
ano, de tamanho que varia de médio a grande, e com vida econômica de 60 
a 70 anos. No Brasil é muito empregado, in natura, para uso culinário (na 
produção de doces, bolos etc.), bem como na agroindústria de alimentos para 
leite de coco, farinha de coco, entre outros (RIBEIRO et al., 2002).
A manutenção de bancos de germoplasma de coqueiro no campo tem sido 
a estratégia mais utilizada para a conservação de recursos genéticos. O 
valor e o papel dos métodos convencionais sempre terão grande importância 
na conservação de recursos genéticos, entretanto os elevados custos de 
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manutenção e riscos de perda têm reforçado o estabelecimento de métodos 
complementares como a criopreservação.  A conservação de plantas in vitro 
se baseia no cultivo das coleções em laboratórios, a partir da técnica de 
cultura de tecidos, permitindo a rápida multiplicação e armazenamento de 
germoplasma de plantas em ambiente asséptico, livre de patógenos (GEORGE, 
1993).  O aprimoramento de protocolos de criopreservação de coqueiro é 
de primordial importância para estabelecer estratégias complementares de 
conservação e intercâmbio de germoplasma.  Alguns trabalhos com embriões 
zigóticos e explantes plumulares foram desenvolvidos no CIRAD com resultados 
promissores (BANDUPRIYA et. al.,  2010; MALAURIE et al., 2011; N’NAN e 
et al., 2008, 2011, 2012). Entretanto, pesquisas para acessos coletados no 
Brasil são incipientes.  O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de soluções 
crioprotetoras e tempos de imersão na sobrevivência e regeneração de 
embriões criopreservados de coqueiro gigante do Brasil Praia do Forte.
Material e Métodos
Para os estudos de criopreservação de coqueiro foram utilizados embriões 
zigóticos oriundos de plantas adultas de acessos de coqueiro gigante do Brasil 
da Praia do Forte (GBrPF), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) 
de coco da Embrapa Tabuleiros Costeiros localizado no campo experimental de 
Betume, Platô de Neópolis, Sergipe. No local de coleta dos frutos maduros com 
10-11 meses de idade, foram retirados os cilindros de endosperma, contendo 
os embriões zigóticos, esses foram submetidos à desinfestação com imersão 
em hipoclorito de sódio comercial 2-2,5%, seguido da tríplice lavagem em água 
potável. Posteriormente, o material foi acondicionado em recipientes estéreis e 
enviado ao Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas da Embrapa Tabuleiros 
Costeiros, Aracaju, Sergipe. Em câmara de fl uxo laminar, os embriões foram 
excisados dos cilindros de endosperma. Em seguida foram submetidos à 
assepsia por meio da imersão em álcool etílico 70% por 30 segundos, em 
hipoclorito de sódio (1% v/v) por cinco minutos, seguida da tríplice lavagem 
em água destilada e estéril e, mantidos em placas de Petri. Para avaliação da 
qualidade dos embriões, amostras com 10 embriões foram inoculadas em meio 
Y3 (EEUWENS, 1976) e, determinadas as porcentagens de regeneração.
Os embriões assépticos foram imersos em duas soluções crioprotetoras: C1 
- meio Y3 + 1,75 M sacarose + 15% glicerol (COPELAND-GOMES, 2010) e 
C2 - meio Y3 + 3,33 M glicose + 15% glicerol (ASSY-BAH e ENGELMANN, 
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1992a), onde permaneceram imersos nas soluções crioprotetoras por 24 e 48 
horas sob agitação de 100 rpm em mesa orbital a 25 ± 1°C na ausência de 
luz. Em seguida, os embriões zigóticos foram desidratados em 80 g de sílica 
gel por 30 horas, conforme metodologia de N’NAN et al. (2012).  Parte dos 
embriões foi inoculada diretamente nos meios de regeneração, formado pelo 
meio de cultura Y3, suplementado com 60 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 de carvão 
ativado e 5,8 g L-1 de ágar (material não criopreservado, denominado NL-). O 
restante dos embriões foi colocado em criotubos (5 embriões/criotubo) com 
capacidade de 4 mL e submetido a criopreservação a -196°C por 48 horas 
(material criopreservado, denominado NL+). Após esse período, os embriões 
foram descongelados em banho maria a 38±2°C por 3 minutos e, em seguida, 
inoculados no meio de regeneração descritos anteriormente.
As culturas foram mantidas na ausência de luz até o surgimento do primórdio 
foliar, após, transferidas para um ambiente com fotoperíodo de 16 h, 
temperatura de 25± 2º C, umidade relativa média do ar de 70% e intensidade 
luminosa de 60 μmol m-2 s-1.
Foram realizadas avaliações aos 90 dias de cultivo nos meios de regeneração, 
considerando a porcentagem de oxidação, porcentagem de sobrevivência e 
de regeneração, sendo sobreviventes aqueles embriões que se apresentaram 
intumescidos e/ou com o haustório expandido e, embriões regenerados aqueles 
com emissão de parte aérea e raiz. Para todas as variáveis foi realizada a 
análise descritiva com a determinação da média, desvio padrão e erro.
Resultados e Discussão
A maior oxidação foi observada quando os embriões zigóticos foram imersos 
em solução C1 por 24 horas (Tabela 1). Houve uma diferença na porcentagem 
entre as soluções crioprotetoras utilizadas, a solução C2 com imersão por 48 
horas não promoveu a regeneração dos embriões nas condições NL- e NL+. 
A oxidação ocorre em função da liberação de compostos fenólicos em tecidos 
vegetais cultivados in vitro e, é um fenômeno observado em diversas espécies, 
principalmente lenhosas. A oxidação in vitro pode infl uenciar na absorção dos 
constituintes do meio pelo explante e, consequentemente, no crescimento destes, 
em virtude da obstrução do tecido oxidado, resultante da liberação de compostos 
fenólicos in vitro, precursores da síntese de lignina (VAN WINKLE et al., 2003). 
IV Seminário de Iniciação Científi ca e Pós-Graduação da Embrapa Tabuleiros Costeiros 391
T
ra
ta
m
en
to
s
Em
br
iõ
es
 n
ão
 c
rio
pr
es
er
va
do
s 
(N
L 
-)
Em
br
iõ
es
 c
rio
pr
es
er
va
do
s 
(N
L+
)
O
xi
da
çã
o
S
ob
re
vi
vê
nc
ia
R
eg
en
er
aç
ão
 
O
xi
da
çã
o 
S
ob
re
vi
vê
nc
ia
 
R
eg
en
er
aç
ão
C
1
T
2
4
1
7
,6
4
±
3
9
,2
9
8
2
,3
5
±
3
9
,2
9
2
8
,5
7
±
4
6
,8
8
0
1
0
0
1
2
,5
±
3
4
,1
5
C
1
T
4
8
0
9
3
,3
3
±
2
5
,8
1
7
,1
4
±
2
6
,7
2
0
1
0
0
2
8
,5
7
±
4
6
,8
8
C
2
T
2
4
0
8
4
,6
1
±
3
7
,5
5
1
8
,1
8
±
4
0
,4
5
0
1
0
0
2
1
,4
2
±
4
2
,5
8
C
2
T
4
8
0
1
0
0
0
0
1
0
0
0
±
0
T
es
te
m
un
ha
0
1
0
0
1
0
0
T
ab
el
a 
1
. 
Po
rc
en
ta
ge
m
 d
e 
ox
id
aç
ão
, 
de
 s
ob
re
vi
vê
nc
ia
 e
 r
eg
en
er
aç
ão
 d
e 
em
br
iõ
es
 z
ig
ót
ic
os
 d
e 
co
qu
ei
ro
 G
B
rP
F 
em
 
fu
nç
ão
 d
e 
du
as
 s
ol
uç
õe
s 
cr
io
pr
ot
et
or
as
 (
C
1
 e
 C
2
) 
do
is
 t
em
po
s 
de
 im
er
sã
o 
(2
4
 e
 4
8
 h
or
as
).
C
1
 -
 m
ei
o 
Y
3
 +
 1
,7
5
 M
 s
ac
ar
os
e 
+
 1
5
%
 g
lic
er
ol
 (
C
O
PE
LA
N
D
-G
O
M
ES
, 
2
0
1
0
) 
e 
C
2
 -
 m
ei
o 
Y
3
 +
 3
,3
3
 M
 g
lic
os
e 
+
 1
5
%
 g
lic
er
ol
 
(A
S
S
Y
-B
A
H
 e
 E
N
G
EL
M
A
N
N
, 
1
9
9
2
).
IV Seminário de Iniciação Científi ca e Pós-Graduação da Embrapa Tabuleiros Costeiros 392
A solução que proporcionou maior desidratação do embrião foi a C1 (meio Y3 + 
1,75 M sacarose + 15% glicerol), que teve maior taxa de regeneração. O tempo 
de imersão dos embriões também infl uenciou a sobrevivência e regeneração, 
sendo que a imersão por 48 horas promoveu maior desidratação dos embriões 
quando submetidos a conservação por nitrogênio líquido (NL+). 
Em estudo com criopreservação de plúmulas de coqueiro Anão Amarelo da 
Malásia por encapsulamento e desidratação de coqueiro, N’NAN et al. (2008), 
obtiveram uma taxa de sobrevivência de 50±6% em solução crioprotetora de 
1M de sacarose por 48 horas s e um período de dissecação de 8-14h. O tempo 
de desidratação é crucial para a regeneração do germoplasma criopreservado  
(Figura 1). 
Figura 1. Regeneração de embriões zigóticos de coqueiro GBrPF em função de duas 
soluções crioprotetoras (C1 e C2) e dois tempos de imersão (24 e 48 horas).
Nesse caso, os autores utilizaram um explante menor, a plúmula, que é mais 
facilmente desidratada em comparação ao embrião zigótico. COPELAND-
GOMES (2010), utilizando o pré-tratamento de embriões zigóticos maduros 
de coqueiro Anão Verde do Brasil de Jiqui com crioprotetor 1,75 mol.L-1 de 
sacarose + 15% de glicerol por 12 e 16 horas verifi cou menor umidade dos 
embriões, esses dados corroboram com os resultados obtidos neste estudo 
realizado com o GBrPF.
Fotos: Caroline de Araújo Machado
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Conclusões
A solução crioprotetora composta por 1,75 m de sacarose e 15% de glicerol 
proporciona maior de taxa de regeneração no tempo de 48h de imersão de 
embriões zigóticos maduros de coco GBrPF, podendo ser recomendada para 
futuros protocolos de criopreservação.
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